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H'ist DlYt 


« Je me représente la vastE EncEintE des sciences, camrriE un grand tErrain parsemé dE placEs abscurEs Et dE placEs éclairées. Nas 
travaux duivEnt avoir pour but, ou d'étendre les limites dss placEs éclairées, ou dE multipliEr sur le terrain les centres de lumière. L'un 
appartient au génie gui crée, l'autre à la sagacité gui perfectionne. Nous avons trois moyens principaux ; l'observation de la nature, la 
réflexion et l'expérience. L'observation recueille les faits ; la réflexion les combine ; l'expérience vérifie le résultat de la combinaison. Il 
faut gue l'observation de la nature soit assidue, gue la réflexion soit profonde, et gue l'expérience soit exacte. » 

Denis DIDEROT, De l'interprétation de la nature, 1754. 

Pendant longtemps, c’est notre œil et ses propriétés optiques en termes de résolution, de sensibilité qui a limité 
notre champ d’observation : ainsi la vision humaine a défini les bornes supérieures et inférieures, au-delà 
desquelles les représentations mentales prenaient le dessus sur les représentations visuelles. Deux domaines étaient 
particulièrement restés en friche : celui de « l’ infiniment grand », ou plutôt de « l’ infiniment loin » et celui de « 

l’ infiniment petit ». 

Dès l’Antiquité, des savants remarquèrent que certains matériaux avaient la propriété, quand on regardait à travers, 
de modifier la vision. Ainsi, on retrouva sur le site de Pompéi ce qui peut être considéré comme la première lentille 
plan-convexe de l’histoire. Le philosophe romain Sénèque (4 av JC - 65 AP JC) fit remarquer dans ses écrits qu’un 
globe de verre rempli d’eau permet de grossir l’objet qui est derrière et découvrit ainsi ce qu’on pourrait appeler « 

l’effet loupe ». 

Durant le Moyen Age, période assez sombre pour les Sciences, peu d’avancées notables furent faites. Roger Bacon, 
philosophe et alchimiste anglais, considéré comme le père de la méthode scientifique, proposa d’utiliser des verres 
pour corriger la vision. Il aurait également suggéré la possibilité de combiner des lentilles pour réaliser une lunette 

d’observation. 

La première utilisation scientifique concrète des lentilles est apparue au XVII eme siècle. Jusqu'à cette période, nous 

pouvons considérer qu'elles étaient destinées à corriger la vue. 

Dès lors, les scientifiques convergent vers la recherche microscopique. Personne ne peut revendiquer la paternité de 
cette invention. En effet plusieurs modèles de microscopes sont apparus à la même période. Ils avaient néanmoins 
un point commun, leur médiocrité optique. Mais c'était déjà une énorme qualité aux vues des observations réalisées 

par Antoni Van Leeuwenhoek et Robert Hooke. 

Cette période vit l’apparition des premières lunettes d’observation et des premiers microscopes. Hans Lippershey 
(1570-1619), opticien lunetier hollandais est considéré par beaucoup d’historiens comme l’inventeur de la lunette 
d’observation. Il déposa un brevet pour cet instrument le 2 octobre 1608. Le physicien et astronome italien Galileo 
(1564-1642), sans doute inspiré par les travaux de Lippershey, construisit en 1609 son propre instrument qui lui 
permit en premier lieu d’observer la lune, puis de faire ses fameuses observations des phases de Vénus qui 

l’amenèrent à soutenir l’hypothèse héliocentrique. 

En 1665, Robert Hooke publia dans Micrographies des dessins de ses observations représentant des poux, cellule 
végétales et autres champignons. Grâce au microscope, Robert Hooke démontra la circulation du poison urticant de 
l’ortie vers un sujet : son doigt ! Leeuwenhoek quant à lui utilisait un microscope rudimentaire construit de ses 
mains. Il fut le premier à décrire les bactéries. Ses observations des bactéries de la cavité buccale, il les appela 

"levende dierkens”, animalcules vivants. 
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Figure l:reconstitution du microscope de Fiooke. 

Au milieu du XVIII eme siècle, le Britannique John Dollond, corrigea le défaut d'aberration chromatique des 
microscopes composés. L'oculaire de Dollond, est un oculaire négatif constitué de deux lentilles plan-convexes. 
Depuis cette époque, le microscope optique est similaire à ceux que nous connaissons aujourd'hui. A ce jour, bon 
nombre d'améliorations ont contribué à perfectionner cet instrument, tant en matière optique que mécanique. La 
réalisation la plus marquante ce situe dans le domaine de la lumière, à tel point que les différents types de 

microscopes optiques se distinguent par leur éclairage. 

Au cours du 19ème siècle, de nombreux physiciens de haut rang apportèrent leur contribution à l’évolution de 
l’optique, notamment concernant la nature de la lumière. Nous pouvons citer les travaux de Young (1773-1829), 
Fresnel (1788-1827), Malus (1775-1812), Fizeau (1819-1926), Maxwell (1831-1879), Hertz (1857-1894), Airy 
(1801-1892) ou encore Michelson (1852-1931). A la même époque, Ernst Abbe (1840-1905), qui travailla avec 
Cari Zeiss (1816-1888) et Otto Schott (1851-1935), introduisit de nouveaux concepts et notamment, en 1872, celui 

de limite de résolution pour un système limité par la diffraction. 

Dès lors, le but de nombreux physiciens a été de développer des systèmes d’imagerie optique performants pour se 
rapprocher le plus possible de cette limite de diffraction, barrière infranchissable. Aujourd’hui, grâce au travail de 
ces nombreux et brillants précurseurs, les instruments optiques nous permettent d’aller sonder le fond de l’univers 
comme la structure cellulaire d’organismes vivants, en obtenant des images toujours plus fidèles, plus belles, plus 

fines. 
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Le microscope est constitué de deux lentilles convergentes l’objectif et l’oculaire. Dans notre monde existe 2 types 

de microscopes : microscope optique ou photonique et microscope électronique. 

Le microscope électronique photonique et très complexe par rapport à microscope optique avec un grossissement 

très grand (entre 5 et 500000x) 


(. L es> Types Tes ^Icrescopes optiques 


/. Le Microscope optique confocaû Cà GaCayaqe Caser). 


Un microscope confocal est un microscope optique ayant pour 
mission de réaliser des images de très faibles profondeurs de 
champ, appelées coupes optiques. 

S Principe de Micrcsccpe optique ccnfacal 

Le principe du microscope confocal est d’éliminer 
la lumière provenant de coupes optiques supérieures et 
inférieures, à l’aide de trous d’épingles situés à la source de la 
lumière et avant le détecteur. Pour ce faire, on place 
un diaphragme devant le détecteur, dans le plan focal conjugué 
au plan focal de l'objectif (d'où l'attribut « confocal »). Ainsi, 
seule la lumière provenant du plan focal atteint le détecteur. 

La source lumineuse est un laser, qui balaye point par point 
l'objet à analyser. Dans sa configuration « réflexion », il utilise 
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un miroir semi-réfléchissant, qui réfléchit le rayon provenant de l'objet vers un détecteur. Ce dernier peut ainsi 


mesurer l'intensité lumineuse de chaque point et la stocker dans un ordinateur. 


Une fois que le balayage selon les abscisses et les ordonnées est effectué, et qu'une image à deux dimensions est 
obtenue, le plateau contenant l’objet est déplacé d'un incrément dz, et le balayage recommence. Ainsi, on mémorise 
des « tranches », qui peuvent par la suite être traitées informatiquement pour obtenir des images à trois dimensions 
de l'objet. 


S Utilisation de micrDscDpe optique cunfucal 

La résolution est meilleure qu'avec un microscope optique classique (180 nanomètres en largeur et 400 à 600 
nanomètres en profondeur). Les images sont aussi beaucoup plus nettes. 

Le microscope confocal est beaucoup utilisé en biologie moléculaire pour déterminer l’interaction entre 
deux protéines (FRET) ou la localisation subcellulaire de certaines protéines. 

2. Le microscope à contraste de püase 

Dans l’imagerie en contraste de phase, les petits changements de longueur 
du trajet optique (lorsque la lumière se déplace à travers différents 
matériaux ayant des indices de réfraction différents, par exemple, de l’eau, 
des composants cellulaires) sont traduits optiquement en changements 
d’intensité lumineuse correspondants, qui peuvent être observés comme 
des différences de contraste de l’image. 
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La lumière émise par une ampoule halogène au tungstène est dirigée à travers une lentille collectrice et 
concentrée sur un anneau spécialisé placé dans le condenseur. Les fronts d’onde qui passent à travers l’anneau 
éclairent l’échantillon et ils passent soit directement à travers l’échantillon, soit ils sont diffractés et retardés par 
des gradients de phase dans l’échantillon. La lumière non déviée et diffractée collectée par l’objectif est séparée 
par une plaque de phase et est concentrée au niveau du plan d’image intermédiaire pour former l’image finale. 
Un inconvénient de l’imagerie en contraste de phase est l’apparition de « halos » autour des zones où le 
décalage de phase est important. 

S Principe de Microscope optiqoe à coostraste de phase 


Les microscopes à contraste de phase permettent d’observer des objets non préalablement colorés, par exemple des 
cellules vivantes. 


o Quand des ondes lumineuses traversent des objets colorés, leur amplitude est diminuée, c’est ce qui crée 
l’image. 

o Quand les ondes lumineuses traversent un objet non coloré, leur amplitude est très peu changée, mais leur 
phase est modifiée, ce qui crée des interférences. Ce sont les effets de ces interférences qui sont exploités 
pour créer une image dans les microscopes à contraste de phase. 


S Utilisation da microscope optiqoe à phase contraste de phase 

Ce microscope permet d'étudier des cellules vivantes, sans devoir leur infliger une coloration. Le microscope à 
contraste de phase produit un halo autour des structures observées, ce que ne fait pas le microscope à contraste 
interférentiel. 

3. Le microscope optique de fCnorescertce 

Le microscope en fluorescence fait partie de la grande famille des microscopes optiques. 

S Principe de micrDscopE optique de fluorescence 

La fluorescence est la propriété que certains corps ou molécules ont à émettre une lumière après avoir été excités 
avec une lumière d'énergie supérieure. Ainsi, un objet excité par une longueur d'onde émettra 
une fluorescence à une longueur d'onde supérieure. 

La technique du microscope en fluorescence est donc la 
même qu'un microscope optique, sauf que la lumière 
utilisée n'est pas blanche, mais possède une gamme 
définie de longueur d'onde. Toutefois, en général, la 
lumière arrive sur l'échantillon par le haut (épi- 
fluorescence) et non par-dessous. 

À l'émission, on peut alors utiliser des lasers possédant une 
longueur d'onde unique ou des filtres d'excitation ne 
laissant passer que la lumière de longueur d'onde désirée 
sur l'échantillon. Après excitation de l'échantillon, celui-ci 
émet à son tour une lumière d'une longueur d'onde 
différente. On peut utiliser des filtres permettant de 
n'observer que la longueur d'onde désirée, c'est-à-dire 
les photons d'émission, et bloquer les photons d'excitation. 
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S Utilisation de microscope optique de fluorescence 

Le microscope en fluorescence permet de visualiser des objets qui sont naturellement fluorescents 
(chlorophylle...), ou des molécules rendues fluorescentes pour mieux les observer (protéines couplées à la GFP, 
DAPI pour l'ADN, fluorochromes...). 

Des techniques utilisant cette microscopie ont été développées : 

o Immunofluorescence (marquage à l’aide d’un anticorps couplé à un fluorochrome) ; 
o FISH ou hybridation fluorescente in situ pour marquer des séquences nucléotidiques grâce à 
des oligonucléotides couplés à des fluorochromes ; 
o FRET ou transfert d’énergie entre molécules fluorescentes permet de visualiser si deux 
molécules interagissent ; 

o BIFC ou complémentation de fluorescence biomoléculaire permet de visualiser une interaction 
en reconstituant l’intégrité d’un fluorochrome à l’aide de deux molécules... 



Les typés des microscopes électrom^ixes 


Le microscope électronique utilise le même principe de lentilles et de faisceaux qu’un microscope optique. 

S Caractéristiques du micrDscupe élEctruniqua 

Ce qui varie, c’est que le microscope électronique est doté de lentilles électromagnétiques et d ? un faisceau 
d’électrons, alors qu’un microscope optique utilise un faisceau de lumière et des lentilles en verre. 

La résolution des microscopes électroniques est beaucoup plus grande (le grossissement atteint 2 millions de fois, 
contre 2.000 fois avec un microscope optique). 

S Les différEnts micruscupEs élEctroniquEs 
Il existe plusieurs sortes de microscope électronique. Les plus connus sont : 


4 - Microscope électronique à transmission 


Le microscope électronique en 
transmission est 
un microscope électronique 
permettant de visualiser des 
objets bien plus petits que des 
cellules. 




hglit 'jour eu 


Condenser (uns 


spoomnn 
w obiecdve Ions 


image vievved 
riiroclly 


Vifrwmq 
screen or 
photographie 
film i 




eyopiece 

lens 



i 











MICROSCOPE 


ZOUHAIR EL ALLALI 


■S Principe de Microscope électroniqoe en transmission 

Le principal intérêt du microscope électronique par rapport au microscope optique est d’augmenter le 
grandissement. Au lieu d’être éclairé, l’objet est bombardé par un faisceau d’électrons. L’image mettra 
en évidence les structures plus ou moins opaques aux électrons. L’objet doit être préalablement 
coupé en tranches ultrafines puis imprégné de sels de métaux lourds qui vont se fixer différentiellement 
sur les différentes structures intracellulaires et les rendre plus ou moins opaques aux électrons. 


S Technique du microscope électronique en transmission 

Le microscope électronique en transmission (MET ou TEM en anglais) utilise un faisceau d'électron à haute 
tension, émis par un canon à électrons. Des lentilles électromagnétiques sont utilisées pour focaliser le faisceau 
d'électrons sur l'échantillon. En traversant l'échantillon et les atomes qui le constituent, le faisceau d'électrons 
produit différentes sortes de rayonnements. En général, seuls les électrons transmis sont alors analysés par le 
détecteur, qui traduit le signal en image contrastée. 


Les échantillons doivent être préparés selon un protocole précis, qui doit à la fois conserver sa structure et être 
conducteur pour laisser passer le faisceau d'électrons. Des coupes très fines de l'échantillon sont réalisées à 
l'ultra microtome (de 60 à 100 nanomètres). Des colorations aux métaux lourds sont également possibles pour 
augmenter les contrastes de structures particulières des échantillons, préalablement placées sur des grilles 
d'observation. 


•S Utilisation de microscope électroniqoe en transmission 

Si la préparation des échantillons est plus longue et plus contraignante que pour une microscopie optique, la 
résolution offre une vue incomparable des structures. La microscopie électronique en transmission permet de 
visualiser les organites intracellulaires, des virus, des cristaux. . . 


4- Microscopie électronique à balayage 


Le microscope électronique à 
balayage est 

un microscope électronique qui 
permet de visualiser des objets en 
relief. 



S Technique du micruscupe Électronique à balayage 

Le microscope électronique à balayage (MEB ou SEM en anglais pour scanning électron microscopy) utilise un fin 
faisceau d'électrons, émis par un canon à électrons. Des lentilles électromagnétiques permettent de focaliser le 
faisceau d'électrons sur l'échantillon. 
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L'interaction entre les électrons et l'échantillon provoque la formation d'électrons secondaires de plus faible 
énergie. Ils sont amplifiés puis détectés et convertis en un signal électrique. Ce processus est réalisé en chaque 
point de l'échantillon par un balayage du microscope. L'ensemble des signaux permet de reconstruire la 
typographie de l'échantillon et de fournir une image en relief. 

La préparation des échantillons est contraignante. Ils doivent être déshydratés puis subir un traitement pour 
devenir conducteur (fixation des tissus, nettoyage). L'échantillon est ensuite placé sur le porte-objet. 

■S Utilisation du microscopE Électronique à balayage 

Grâce au microscope électronique à balayage, il est possible de voir la surface d’objets, de bactéries, de 
matériaux. . . La grande profondeur de champ est un atout de ce microscope. La résolution (1 nanomètre) est en 
revanche moins bonne que celle du microscope électronique en transmission (0,1 nanomètre). 




